Role of A170, an oxidative stress-induced protein, in murine vascular smooth muscle cell proliferation by 杉本 里香
Role of A170, an oxidative stress-induced
protein, in murine vascular smooth muscle cell
proliferation
著者 杉本 里香
内容記述 筑波大学博士 (医学) 学位論文・平成19年3月23日
授与 (甲第4440号)
図: p[49]-
付: 参考論文(2編)
発行年 2007
その他のタイトル 酸化ストレス誘導タンパク質A170によるマウス大動
脈平滑筋細胞の増殖制御
URL http://hdl.handle.net/2241/91269
－660－
氏　名（本籍） 杉
すぎ
　本
もと
　里
り
　香
か
（石 川 県）
学 位 の 種 類 博　　士（医　　学）
学 位 記 番 号 博　甲　第　4440　号
学位授与年月日 平成 9 年 3 月 23 日
学位授与の要件 学位規則第 4 条第  項該当
審 査 研 究 科 人間総合科学研究科
学 位 論 文 題 目 Role of A170, an Oxidative Stress-Induced Protein, in Murine Vascular 
Smooth Muscle Cell Proliferation
（酸化ストレス誘導タンパク質 A70 によるマウス大動脈平滑筋細胞の増殖制御）
主　査 筑波大学教授 　理学博士   岡　村　直　道
副　査 筑波大学助教授 　博士（医学）   島　野　　　仁
副　査 筑波大学講師 　博士（医学）   角　　　大　悟
副　査 筑波大学講師 　博士（工学）   奥　脇　　　暢
論　文　の　内　容　の　要　旨
目　　的：　A70 は，マウスマクロファージから初めてクローン化された酸化ストレス誘導タンパク質で
ある。A70 の類似タンパク質としてヒトから p62/sequestosome ，ラットから ZIP が報告されている。こ
れまでに，腫瘍壊死因子-α（TNF-α）などのNF-kBシグナルを下流に伝えるために，非定型プロテインキナー
ゼ C（aPKC）と相互作用する足場タンパク質としての機能が報告されてきた。A70 の生理機能を解明す
るために A70 遺伝子欠損（A70KO）マウスの解析が行なわれた結果，過食に伴う肥満やインスリン抵抗
性が認められ，同時にインスリンシグナルの異常が見出された。この結果より，A70 が生活習慣病の発症
に関与する因子である事が示された。しかし，これらの報告は様々な側面から A70 が関連する現象を見せ
てはいるが，その全体像を説明できるだけの分子機能はわかっていない。
　本研究では，A70 KO 大動脈平滑筋細胞（VSMC）の血清刺激による増殖応答が著しく亢進しているこ
とを新たに見出した。そこで，A70 KO VSMC のそのメカニズムを解明し，A70 の分子機能を明らかに
することを目的とした。
対象と方法：　C57BL/6J（野生型：WT）および A70 KO マウス（8-9 週齢，雌）より採取した VSMC を
実験に使用した。細胞増殖は BrdU の取り込みを用いて測定した。また，各タンパク質の発現およびリン酸
化の検出にはウェスタンブロッティングを，mRNA 発現の検出にはリアルタイム -PCR 法を用いた。網羅
的遺伝子発現解析には，Affimetrix 社の GeneChip Mouse Genome 430 2.O Array を用いた。
結果と考察：　0％ FBS 添加培地で 3 日間培養を行うと WT に対して，A70 KO VSMC の細胞数が約 2.5
倍多くなることを見出した。また，WT VSMC の A70 タンパク発現レベルは細胞の増加に平行して増加
が認められ，オーバーグロースによる増殖停止と共に A70 の発現量もプラトーになった。これらの結果か
ら，A70 の発現が細胞増殖の抑制に働いている事が予想された。
　血清中のいかなる因子が増殖に関与しているか検討するため，血清に含まれる個々の増殖因子を低血清
【300】
－66－
培地に添加して増殖への影響を調べた。その結果，単独では効果がなかったが 7 種の増殖因子を同時に添加
すると，WT と A70 KO VSMC の増殖に差が認められた事から，増殖因子が複合的に作用して A70 KO 
VSMC の増殖を促進すると考えられた。
　A70 KO VSMC では，血清刺激による細胞増殖のシグナル伝達因子として重要な MAP キナーゼ（MAPK）
ファミリー Erk および p38 の活性化が亢進し，長時間（～ 48 時間）活性化が継続することを見出した。そ
こで MAPK 阻害剤を用いて増殖への影響を調べたところ，Erk 阻害剤および p38 阻害剤の同時添加により
A70 KO VSMC の増殖亢進は著しく抑制された。これらのことから，MAPK の Erk および p38 の活性化
が A70 KO VSMC の増殖促進を引き起こしていることが明らかとなった。また，チロシンキナーゼ阻害剤
（Genistein および PD53035）でも増殖の差を縮めるような阻害効果が認められた。
　さらに，GeneChip による遺伝子発現解析では，A70 KO VSMC で発現が顕著に低下している遺伝子と
してシグナル伝達を負に制御する growth factor receptor bound protein 0（Grb0）などが認められた。
A70 KO VSMC の増殖亢進は，これらの遺伝子発現レベルの変化に起因する可能性が見出された。
　これらの実験結果を受けて，A70 KO マウスから摘出した脂肪組織における MAPK の活性化状態を調
べたところ，MAPK ファミリー（Erk/2，p38，JNK）のリン酸化レベルの亢進が認められた。A70 KO
マウスに起きる過食・肥満の分子メカニズムを解明する上で，本研究で示された A70 の増殖シグナルにお
ける役割は重要な知見になると考える。
結　　論：A70 KO VSMC を用いた実験より，A70 が細胞増殖の抑制に働くこと見出した。A70 は血清
あるいは増殖因子刺激による細胞内 MAPK の Erk および p38 の活性化を抑制し，増殖シグナルを負に制御
するタンパク質であることが明らかとなった。
審　査　の　結　果　の　要　旨
　本研究は，酸化ストレス誘導タンパク質 A70 の新たな生理機能として細胞増殖抑制作用を見出したもの
である。即ち，A70 遺伝子欠損マウスから調製した大動脈平滑筋細胞の血清刺激による増殖応答が著しく
亢進していること，それが，MAP キナーゼの Erk と p38 の活性化によるものであることを明らかにした。
これらの知見は，A70 が MAP キナーゼ系を介した増殖シグナルを負に制御する因子であることを明確に
示したものとして評価できる。また，A70 の生活習慣病への関与を示唆する知見も得られており，生活習
慣病の発症メカニズムの解明にも大いに貢献する可能性を持った論文といえる。
　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
